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Кіспептин-опосередкована регуляція  
морфофункціонального стану сім’яників щурів  
за дії наночастинок золота 
В.Є. Калиновський1, А.С. Пустовалов1, Г.Я. Гродзюк2, Н.С. Андрюшина2, М.Е. Дзержинський117 
1Київський національний університет імені Тараса Шевченка, Київ, Україна  
2ТОВ «Наномедтех», Київ, Україна  
З’ясовано особливості впливу наночастинок золота на функціональну активність сім’яників щурів різного віку. За інтрапери-
тонеального уведення наночастинок золота в дозі 0,1 мг/100 г маси тіла гістологічна структура сім’яника залишається в межах 
норми. Встановлено пригнічувальний вплив нанозолота на ендокринну та сперматогенну активність сім’яників дорослих тварин, 
хоча змін морфометричних параметрів у молодих тварин не виявлено. За дії нанорозмірного золота активація кіспептинергічної 
системи гіпоталамуса шляхом інтрацеребровентрикулярного уведення кіспептину в бічний шлуночок мозку не викликає підви-
щення функціональної активності сім’яників тварин обох вікових груп. Блокування кіспептин-опосередкованої регуляції посилює 
пригнічувальний вплив нанозолота, при цьому в сім’яниках з’являються морфологічні ознаки пригнічення сперматогенезу. Вплив 
нанорозмірного золота на регуляцію активності сім’яників не залежить від віку тварини. Наші дані свідчать, що наночастинки 
золота порушують систему регуляторних взаємодій репродуктивної системи самців щурів, що необхідно брати до уваги у пода-
льшому практичному застосуванні цих наноматеріалів.  
Ключові слова: нанозолото; клітини Лейдіга; клітини Сертолі; кіспептин-10; пептид-234  
Kisspeptin-mediated regulation of testicular activity of rats  
under the effect of gold nanoparticles 
V.Y. Kalynovskyi1, A.S. Pustovalov1, G.Y. Grodzyuk2, N.S. Andriushyna2, M.E. Dzerzhynsky1 
1Taras Shevchenko National University of Kyiv, Kyiv, Ukraine  
2Nanomedtech-LLC, Kyiv, Ukraine  
There are a variety of biomedical applications of nanoparticles. They can be used as drug carriers, anti-tumor agents, biosensors and 
modulators of immune response. But full-scale real clinical application of nanomaterials requires a great deal of information on their safety 
and biotoxicity. Even traditionally harmless materials, like gold, can obtain toxic features when scaled to the nanosize. In vitro studies 
showed that nanoparticles can be geno- and cytotoxic, but their effects on the body as a whole remain largely a mystery. To shed some light 
on this, our study focused on the reproductive toxicity of nanomaterials. We synthesized 10–15 nm gold nanoparticles through the reduction 
of sodium tetrachloroaurate (III) in an alkaline medium with the addition of sodium polyphosphate as a stabilizing agent. Next, these par-
ticles were administered intraperitoneally to young and old rats for 10 days. To test functional capabilities of the testes, we injected kisspep-
tin-10 or its antagonist peptide-234 intracerebroventricularly. These substances are known to stimulate or inhibit the central component of the 
hypothalamic-pituitary-gonadal axis respectively. After the routine histological procedures, we measured the diameter of seminiferous tu-
bules and the nuclear cross-sectional area of Sertoli cells as markers of testicular spermatogenic activity and a cross-sectional area of the 
Leydig cells’ nuclei as a marker of testicular steroidogenesis. We found that injections of nanogold caused no significant changes in the 
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young animals. At the same time, morphometric parameters of adult animals were significantly lower compared to control, although we 
observed no pathological changes in the tissue. Combined administration of gold nanoparticles and kisspeptin showed that the stimulatory 
effect of the latter was not observed at all. This is a specific feature of toxicants called “endocrine disruptors”. Moreover, we found morpho-
logical signs of testicular degeneration, which are characteristic of the low-testosterone state. Simultaneous injections of gold and peptide-
234 resulted in the highest degree of testicular functional downregulation, regardless of age. Taken as a whole, our data indicates that gold 
nanoparticles disrupt the regulatory network of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis, possibly due to direct action on the interstitial cells 
and spermatogenic epithelium.  
Keywords: nanogold; Sertoli cells; Leydig cells; kisspeptin-10; peptide-234  
Вступ  
Наночастинки – один із найпопулярніших об’єктів 
досліджень сучасної науки. Завдяки особливим фізичним 
та хімічним властивостям ці структури знаходять своє 
застосування у різних галузях медицини та промисловості 
(Lu, 2013). Наприклад, на основі наночастинок срібла 
створено антисептичні препарати, також їх використову-
ють для прискорення загоєння ран (Zande et al., 2012). 
Частинки на основі карбону (фулерени та нанотрубки) та 
заліза (магнітні частинки) пропонується використовувати 
для адресної доставки лікарських речовин (Kim, 2012; 
Bogdanovic and Djordjevic, 2016). Оптичні властивості 
нанорозмірного кадмію зумовлюють широке його засто-
сування як компонента детекторів (Reyes-Esparza et al., 
2015). Найпоширеніша сфера біомедичного застосування 
наночастинок різного складу – використання їх у 
протипухлинній терапії: для адресної доставки ліків, 
фототермальної терапії чи для безпосереднього знищення 
трансформованих клітин (Dreaden et al., 2011; Lu, 2013; 
Shao, 2013). У зв’язку із цим вкрай актуальне дослідження 
біологічної безпеки наночастинок різного складу.  
Біологічна дія наночастинок зумовлена, з одного бо-
ку, вивільненням компонентів частинки у вигляді іонів, 
а з іншого, безпосереднім впливом частинок на клітинні 
мішені (Wang, 2016). За дії наночастинок срібла 
спостерігається окиснення сульфгідрильних груп ба-
гатьох білків – один з основних механізмів токсичності 
іонів Ag+ (Han et al., 2015). Саме тому для дослідження 
токсичності власне наночастинок оптимальне викори-
стання структур на основі біологічно інертних 
матеріалів, наприклад, золота (Cabuzu et al., 2015).  
Більшість досліджень у галузі нанотоксикології про-
водяться in vitro. Наночастинки металів – цито- та 
генотоксичні, можуть пошкоджувати біологічні мембрани 
та впливати на активність різних ензимів (Asare et al., 
2012; Gao et al., 2013; Talebi et al., 2013). Дослідження ж in 
vivo в основному направлені на з’ясування фармакокіне-
тичних властивостей частинок. Наночастинки можуть 
проходити через біологічні бар’єри (гемато-тестикуляр-
ний, гемато-енцефалічний, плацентарний) та акумулюва-
тись у різних органах, у тому числі у тканинах плоду 
(Balasubramanian et al., 2012; Buerki-Thurnerr et al., 2012; 
Melnik et al., 2013).  
Один з органів, здатних накопичувати наночастинки, – 
це сім’яник. In vitro продемонстровано токсичний вплив 
наночастинок на сперматозоїди та інтерстиціальні 
клітини сім’яника (Pizent et al., 2012; Zakhidov et al., 2012). 
У той же час даних щодо репродуктивної токсичності 
частинок in vivo порівняно мало: відомо, що за тривалого 
уведення наночастинки спричинюють появу структурно-
функціональних порушень, хоча короткотривалі ефекти 
досліджені недостатньо (Thakur et al., 2014). Наночастин-
ки можуть виступати в ролі «ендокринних роз’єдну-
вачів»: не спричиняючи значних порушень гістологічної 
будови органа, вони можуть впливати на системи регуля-
торних взаємодій (Li et al., 2012). Тому доцільне 
дослідження впливу наночастинок на характер відповіді 
органа на стимулювальні та інгібувальні впливи. У ви-
падку гіпоталамо-гіпофізарно-гонадної системи ключова 
стимулювальна молекула – це кіспептин, який виділя-
ється нейронами аркуатного ядра гіпоталамуса (Matvien-
ko et al., 2013). Тому мета статті полягає у з’ясуванні 
особливостей морфофункціональних змін у сім’яниках 
щурів за дії наночастинок золота.  
Матеріал і методи досліджень  
Наночастинки золота розміром 10–15 нм синтезували 
шляхом відновлення 1 ммоль/л розчину NaAuСl4 аскор-біновою кислотою у лужному середовищі за раніше опи-
саною методикою (Kalynovskyi et al., 2016). Як стабілі-
затор наночастинок використовували 0,25 ммоль/л розчин 
поліфосфату натрію. Фізичні властивості отриманих роз-
чинів контролювали за допомогою растрової електронної 
мікроскопії (Tescan (Tescan a.s., Чеська Республіка)) за 
напруги прискорення 5–20 кВ і лазерної фотокоре-
ляційної спектроскопії (Zeta Sizer Nano S (Malvern, 
Великобританія). Готові розчини зберігали у темряві за 
кімнатної температури. Кінцева концентрація золота в 
розчині становила 200 мг/л.  
Експеримент проводили на самцях білих щурів 
Rattus norvegicus віком 1 та 6 місяців (вагою 150–170 та 
250–300 г відповідно), по 48 тварин у групі. У подаль-
шому кожну вікову групу поділено на 8 підгруп по 6 тва-
рин у кожній (табл. 1).  
Експериментальні препарати вводили упродовж 10 діб. 
Наночастинки золота вводили інтраперитонеально з 
розрахунку 0,1 мг золота/100 г маси тіла тварини. Тва-
ринам контрольних груп уводили відповідні об’єми 
0,9% ізотонічного розчину NaCl та 0,25 ммоль/л розчину 
поліфосфату натрію.  
Для стимуляції та пригнічення роботи сім’яників з 8-ї 
по 10-ту добу тваринам уводили кіспептин-10 (мета-
стин-(45-54)-амід, Merck KGaA, Німеччина) та пептид 
234 (кіспептин-234-трифлюорацетат, Sigma, США) відпо-
відно. Для цього на 8-му добу експерименту тварин відпо-
відних груп наркотизували сумішшю кетамін (8 мг/100 г 
маси тіла) та ксилазину (1 мг/100 г маси тіла). У по-
дальшому проводили трепанацію та вводили розчини 
препаратів у порожнину лівого шлуночка мозку в дозі 
3 мкг/100 г маси тіла. Робочі розчини препаратів виго-
товляли шляхом розчинення сухих пептидів у 10% 
диметилсульфоксиді. Місце уведення визначали за до-
помогою стереотаксичного атласу (Paxinos and Watson, 
2007). Контролем до цих груп слугували тварини, яким 
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інтрацеребровентрикулярно вводили 10% розчин диме-
тилсульфоксиду.  
На 10-ту добу експерименту тварин декапітували та 
брали лівий сім’яник для подальших досліджень. Орган 
фіксували в суміші Буена упродовж 72 годин, зневодню-
вали у спиртах і заливали у парафін за загальноприйня-
тою методикою. Для мікроскопічних досліджень виго-
товляли зрізи товщиною 5–6 мкм, які забарвлювали 
гематоксиліном Бьомера та еозином. Готові мікропрепа-
рати аналізували на мікроскопі Olympus BX51 (Olympus, 
Японія), обладнаному цифровою фотокамерою Camedia 
C-5050 zoom. Для оцінювання морфофункціонального 
стану сім’яників вимірювали діаметр звивистих сім’яних 
канальців, а також площу поперечного перерізу ядер 
клітин Сертолі та клітин Лейдіга.  
Статистичну обробку даних виконували за допомо-
гою програми Statistica 6.0. Характер розподілу даних у 
вибірках визначали за допомогою тесту Шапіро – Уїлка. 
Оскільки ми не виявили достовірних відмінностей від 
нормального розподілу, відмінності між групами 
оцінювали за допомогою однофакторного дисперсійного 
аналізу з апостеріорним тестом Тьюкі. Різницю вважали 
достовірною за P < 0,05. Дані представляли як середнє ± 
стандартна похибка (x ± SE).  
Таблиця 1  
Характеристика експериментальних груп тварин  
Назва групи 
Назва препарату 
внутрішньочеревинне введення 
(1–10-та доба експерименту) 
інтрацеребровентрикулярне введення  
(8–10-та доба експерименту) 
Контроль 0,9% NaCl – 
ПФН 0,25 ммоль/л поліфосфат натрію – 
НЧЗ 200 мг/л розчин наночастинок золота – 
ДМСО 0,9% NaCl 10% диметилсульфоксид 
КП-10 0,9% NaCl кіспептин-10 
Р-234 0,9% NaCl пептид-234 
НЧЗ + КП-10 200 мг/л розчин наночастинок золота кіспептин-10 
НЧЗ + Р-234 200 мг/л розчин наночастинок золота пептид-234 
 
Результати та їх обговорення  
Аналіз зрізів сім’яника тварин контрольної групи вия-
вив типову для цього органа будову. У тварин місячного 
віку в деяких канальцях виявили сперматозоїди; це свід-
чить, що тварини вже перейшли до статевого дозрівання. 
Уведення розчинів поліфосфату натрію та диметилсуль-
фоксиду не спричинило змін жодного з виміряних нами 
морфометричних параметрів для обох вікових груп 
(табл. 1, 2). Це свідчить про правильність вибору речовин 
як допоміжних. Уведення розчину наночастинок золота 
щурам місячного віку не спричинило зменшення 
проаналізованих нами параметрів. 
Таблиця 2  
Морфометричні параметри сім’яників щурів місячного віку  
Назва групи Діаметр звивистих  сім’яних канальців, мкм 
Площа поперечного перерізу  
ядер клітин Сертолі, мкм2 
Площа поперечного перерізу  
ядер клітин Лейдіга, мкм2 
Контроль 237,76 ± 3,06 91,42 ± 1,89 43,32 ± 0,48 
ПФН 234,75 ± 2,32 91,93 ± 2,11 43,87 ± 0,55 
НЧЗ 236,77 ± 2,79 90,47 ± 1,96 42,16 ± 0,50 
ДМСО 235,81 ± 2,34 90,40 ± 1,91 43,05 ± 0,58 
КП-10   247,91 ± 2,53#   99,90 ± 1,92#   49,92 ± 0,63# 
Р-234   223,52 ± 2,46# 91,02 ± 1,61   40,01 ± 0,55# 
НЧЗ + КП-10   236,97 ± 2,00^   89,34 ± 1,61^     37,48 ± 0,47#^ 
НЧЗ + Р-234   223,51 ± 2,12#     78,65 ± 1,86#^     37,76 ± 0,62#^ 
Примітки: * – відмінності від контрольної групи достовірні за P < 0,05; # – відмінності від групи «ДМСО» достовірні за 
P < 0,05; ^ – відмінності від відповідної групи без уведення наночастинок золота достовірні за P < 0,05.  
Таблиця 3  
Морфометричні параметри сім’яників щурів шестимісячного віку  
Назва групи Діаметр звивистих  сім’яних канальців, мкм 
Площа поперечного перерізу  
ядер клітин Сертолі, мкм2 
Площа поперечного перерізу  
ядер клітин Лейдіга, мкм2 
Контроль 280,75 ± 3,22 131,68 ± 2,65 52,17 ± 0,96 
ПФН 280,33 ± 3,17 131,92 ± 2,72 52,43 ± 0,82 
НЧЗ   269,12 ± 3,01*   124,77 ± 2,34*   48,53 ± 0,54* 
ДМСО 280,55 ± 2,97 132,41 ± 2,58 51,67 ± 0,73 
КП-10   291,57 ± 3,58#   137,05 ± 2,62#   56,89 ± 0,74# 
Р-234   269,83 ± 3,07#   127,51 ± 2,39#   46,94 ± 0,66# 
НЧЗ + КП-10     269,32 ± 3,08#^     124,52 ± 2,38#^     48,81 ± 0,52#^ 
НЧЗ + Р-234     258,95 ± 2,94#^     120,97 ± 2,17#^   45,75 ± 0,54# 
Примітки: див. табл. 2.  
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У тварин шестимісячного віку спостерігали достовір-
не пригнічення як сперматогенної, так і ендокринної 
функцій сім’яника. При цьому спостерігали підвищення 
кількості гетерохроматину в ядрах і зменшення оксифіль-
ності цитоплазми інтерстиціальних клітин. Виявлені від-
мінності у відповіді тварин різних вікових груп можуть 
бути пояснені загальним нижчим рівнем функціональної 
активності сім’яників у тварин місячного віку. Інтрацере-
бровентрикулярне уведення кіспептину-10 на тлі ін’єкції 
фізіологічного розчину викликало достовірне зростання 
морфометричних параметрів як у молодих, так і у дорос-
лих щурів. Морфологічно це проявляось у підвищенні 
оксифільності цитоплазми та просвітлішанні ядер. Ядра 
клітин Сертолі часто полігональні, з 1–2 інвагінаціями 
каріолеми. Отримані дані свідчать про стимулювальний 
вплив кіспептину на сім’яники, що збігається з літератур-
ними даними (Matvienko et al., 2013; Helena et al., 2015).  
Уведення пептиду 234 мало протилежний вплив. 
Морфологічні особливості клітин сім’яника були схожі 
на результати, отримані зв умов уведення розчину нано-
частинок золота, та відображали загальне зниження 
функціональної активності органа. У деяких канальцях 
виявили дегенеровані сперматоцити – рання ознака 
зменшення рівня інтратестикулярного тестостерону 
(Creasy et al., 2012). Слід зауважити, що, на відміну від 
усіх інших виміряних нами параметрів, не виявлено змін 
площі ядер клітин Сертолі у тварин місячного віку. Цей 
факт також можна пояснити низьким рівнем активності 
сім’яників молодих тварин, а тому дія пригнічувальних 
факторів не була значною. Наші результати щодо впли-
ву пептиду-234 на статеву систему повністю збігаються 
з літературними даними (Pineda et al., 2012).  
Стимуляція сім’яників кіспептином-10 на тлі уведення 
наночастинок золота не викликала зростання морфомет-
ричних параметрів. Морфологічно спостерігали підви-
щення базофілії ядер, зменшення оксифільності цито-
плазми клітин Лейдіга, а також округлення ядер клітин 
Сертолі. У поодиноких канальцях були присутні дегене-
ровані сперматоцити. Відсутність відповіді сім’яника на 
стимулювальний вплив із боку гіпоталамуса свідчить про 
порушення регуляційних взаємодій у гіпоталамо-гіпофі-
зарно-гонадній системі. Припускається, що один із пато-
генетичних ефектів наночастинок – їх втручання у 
внутрішньоклітинні сигнальні системи (Lucas et al., 2009). 
Можлива причина цього явища – ініціація стрес-реакції у 
клітинах залози за дії наночастинок, що продемонстрова-
но за дії наночастинок срібла (Han et al., 2015). У той же 
час пригнічувальний вплив пептиду-234 зберігався: за 
комбінованого уведення пептиду та наночастинок зафік-
сували найнижчий рівень усіх виміряних морфометрич-
них показників. На світлооптичному рівні відмічали озна-
ки зниження екзо- та ендокринної функцій сім’яника. 
Імовірно, у разі зниження кількості стимулювальних впли-
вів на сім’яник на тлі дії стресора (наночастинок) спо-
стерігається посилення розвитку стрес-реакції та пригні-
чення секреторних функцій клітин Лейдіга та Сертолі.  
Висновки  
Наночастинки золота пригнічують функціональну 
активність сім’яника дорослих тварин, не спричиняючи 
значних патогістологічних змін. У той же час, за дії 
нанорозмірного золота як на дорослих, так і на молодих 
тварин спостерігається зміна характеру відповіді залози 
на стимуляцію з боку гіпоталамо-гіпофізарного ком-
плексу. Пригнічувальний вплив наночастинок на залозу 
може бути пояснений їх цитотоксичністю щодо клітин 
Лейдіга та елементів сперматогенного епітелію. Незва-
жаючи на те, що встановлення точного механізму дії 
наночастинок потребує подальшого дослідження, наші 
результати мають бути прийняті до уваги під час 
біомедичного застосування наночастинок золота.  
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